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MUnchen, 19. Januar 1972 
RAN 4050/4 



F. Hoffmann-La Roche & Co. Aktiengesellschaf t, Basel / Schweiz 



"Barbitursaureantigene und spezifische Antik6rper hierfUr" 



Barbitursaureantigerie werden durch Verknupfung von 5- oder 
5,5-eubatituierter Barbitursaure mit immunisierenden Trager- 
stoffen hergestellt. Torzugsweise werden als Tragerstoffe Pro- 
teine verwendet und die Verkniipfung wird durch eine Amidbindung 
zwischen dem in 5-Stellung stehenden Substituenten der Barbitur- 
* eaure und einer Oarboxyl- oder Aminogruppe des Proteins be- 
wirkt. Werden die erhaltenen Antigene Wirtstieren injiziert, 
so bewirken sie immunologische Effekte, einschlieSlich der 
Bildung gegenUber 5- und 5,5-aubstituierten Barbitursauren 
apezifiacher Antikbrper. Diese ep-szif iachen Antikbrper lassen 
sich in bioanalytiachen Verfahren zum Uachweis von Barbitur- 
sauren in biologiaohen PlUsaigkeiten vervanden.. 
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Das starke Anwachsen des Gebrauchs von Sedativa, einschlieB- 
lich Barbitursauren, in der breiten Bevolkerung bedingt ein 
starkes Bediirfnis zur Verbesserung der analytischen Verfahren 
fiir den Nachweia der Sedativa in biologischen Fliissigkei ten. 
In vielen Fallen sehen sichdie Krankenf ursorgeeinrichtun^en 
der Notwendigkeit gegeniiber, die Identitat eines von einem 
Pjitienten eingenommenen Sedativum zu bestimmen, wahrend sich 
der Patient in komatSsem Zustand befindet und somit dem behan- 
delnden Arzt keine Information geben kann. Dariiber hinaus 
kommt in letzter Zeit dem ArzneimittelmiBbrauch, insbesondere 
dem MiQbrauch von Sedativa, wie Barbitursaurederivaten, eine 
groDe Bedeutung zu. 

Gegenwartig bestehen die Verfahren zur Identif izierung von B-ir- 
bitiirsaurederivaten in der Extraktion und Dunnschichtchroma to- 
graphie. Diese Verfahren besitzen jedoch den Nachteil, da(J sle 
relativ zeitraubend ' so.wie arbeitsaufwendig sind und dariiber 
hinaus keine groBe Empf indlichkeit aufweisen, Ein schnellerer 
und hochempfindlicher Nachweis fur Barbitursaurederivate in 
biologischen Fliiasigkeiten wiirde somit einen besonders bedeu- 
tenden Fortschritt darstellen. 

Es ist seit einiger Zeit bekannt, daB verschiedene kleine iuo- 
lekiile (Haptene), die selbst keine Antigenizitat aufweisen, 
die Antigeneigenachaften eines Proteins verandern kbnnen, wenn 
das kleine Molekiil mit dem Protein durch stabile kovalente 
Bindungen verknUpft wird. GemaB der US-PS 2 372 066 konnen 
Atitigene so hergeatellt werden, dafl Histamin Oder Histamin- 
ahnliche Verbindungen durch Verkniipfung des Imidazo LrLa;:3 
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iiber einen Hest, der eine fur die Verkniipfung mit dem Protein 
reaktionsfiihige Gruppe enthalt, mit dem Protein verkmipft wer- 
den. Diese Antigene werden entweder direkt injiziert, wodurch 
die Y/iderstandsfahigkeit, die 7/iderstandskraft oder aktive 
Immunitat den Subjekts entwickelt werden, Oder Wirtstieren 
injiziert, von denen spezifische Antikbrper entwickelt werden, 
die spezifisch hinsichtlich des Haptenrestes, z.B. des Hista- 
mins oder der Histamin-ahnlichen Verbindungj sind . 

Eine ahnliche, gleichzeitige Offenbarung wurde von Landsteiner 

> in "Specificity of Serological Reactions", Harvard University 

Press, Cambridge, Massachusetts, 1945, gemacht. Hierbei wurde 

p-Amino ohenylarsinsaure mit einem Protein uber dessen Diazo- 

niumsalz zu einer chemisch einfacheri, gut definierten Verbin- 

dung gekuppelt, die antigene Eigenschaf ten besafl und die Bil- 

dung von Antikorpern stimulierte. Dariiber hinaus kbnnen die 
fur 

AntikBrperY^ieses Immunogen ( konjugiertes Protein) mit den 
kleinen Molekiilen, z.B, der Arsinsaure, die mit keinem Protein 
verbunden ist, kombinieren. Dieser Antikorper ist in der Akti- 
vitat sehr spezifisch, Wird z.B. ein Isomeres der Arsanilsaure 
verwendet, in der sich die -AsO^^Gruppe in m-Stellung zur Amino- 
gruppe befindet, so wird dieses nicht mit dem Antikorper kombi- 
nieren, der fiir einen Protein- Arsanilsaure komplex gebildet wor- 
den ist, in dem sich die -AsO^ Gruppe in p-Stellung zur Amino- 
gruppe befindet. 

Es sei darauf hingewiesen, daB es beim derzeitigen Stand der 
Porschung noch nicht miiglich ist, diejenigen Eigenschaf ten 
eines Molelriils vorauszusagen oder zu bestimmen, .die das Mole- 
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kUl dazu befahigen, als Antigen zu wirken. Man hat einmal an-e- 
nommen, daii das Molekulargewicht und die Anwearenheit einer aro- 
matischen Gruppe die entscheidenden Paktoren sind. Mit der 



gewicht als Bedingung ftir die Antigenizitat betrachtlich ver- 
ringert. Man ist jedoch noch der Auffassung, daB das Molekular- 
gewicht in gewissem Umfang die antigenen Pahigkeiten eines 
Molekiils beeinfluBt. Auch andere Paktoren, wie die molekulare 
Gestalt und die chemische Reaktivitat, mussen eine Rolle bei den 
Antigeneigenschaften spielen, Auf diese Weise wird eine Vor- 
hersage uber diese Eigenschaf ten noch erheblich schwieriger. 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine neue Klasse von Anti- 
genen, die einen 5- oder 5 f 5-substituierten Barbitursaure- 
Haptenrest, der mit einem immunisierenden Tragerstoff verkniipft 
ist, enthalten. Vorzugsweise ist daa BarMtursaurederivat kov'a- 
lent mit einem Protein- oder Polypeptidmolekul uber eine Pep- 
tidbindung verbunden. An dieser Peptidbindung s ind entweder 
eine an einem 5-Substituenten des Barbitursaurerestes stehende 
Carboxylgruppe und eine . Aminogruppe der Protein- oder Poly- 
peptidkette| oder eine am 5-Substituenten des Barbitursaure- 
restes stehende Aminogruppe und eine an der Protein- oder Poly- 
peptidkette stehende Carboxylgruppe beteiligt. Dariiber hinaus 
betrifft die vorliegende Erfindung Antikorper, die mit gewisser 
Spezifitat mit den 5- oder 5, 5-substituierten Barbitursaure- 
Haptenen Komplexe bilden. Diese. Antikorper werden dadurch her- 
gestelltp dafl man Wirtstiere mit den vorgenannten Antigenen be- 



handelt. Die spezifischen AntikOrper laseen sich in einfacher 
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Weiae aue den von den Wirtstieren nach der Behandlung mit dem 
Antigen gewonnen Seren isolieren. 

Ber hier verwendete Ausdruck "immunisierender Tra^erstoff 11 
umfaBt aolche Stoffe, die bei ihrer Injizierung in 7/irtstiere 
selbstandig eine immunisierehde Reaktion ±m Wirtstier hervor- 
rufen und die mit dem vorgenannten Barbitursaure-Hapten unter 
Ausbildung kovalenter Bindungen verkniipft werden konnen. Ge- 
eignete Tragerstoffe sind z.B. Proteine, natiirliche Oder syn- 
thetische polymere Stoffe,. wie Polypeptide, z.B. Polylysin 
Oder Polyglutaminsaure, oder Polysaccharide. Bei der Anwendung 
der Erfindung in der Praxis werden als Tragerstoffe vorzugswei- 
se Proteine und Polypeptide, insbesondere Proteine, verwendet. 

Die Art des zur Herstellung eines bevorzugten Antigens verwen- 
deten Proteins spielt keine besondere Rolle. Beispiele fiir be- 
vorzugte Proteine sind Saugetiere-Serumproteine, wie mensch- * * 
liches £ -Globulin, menschliches Serumalbumin, Rinderserumal- 
bumin, Kaninchenserumalbumin oder % Rinder-y-Globulin. Es liegt 
im Vermogen dee Fachmanns, weitere geeignete Proteine zu ver- 
wenden. Im allgemeinen wird es bevorzugt, solche Proteine zu 
verwenden, die fur das mit dem Antigen zu behandelnde Wirtstier 
artfremd sind. 
« 

PUr die Herstellung der erf indungsgemaflen Antigene geeignete 
Barbitursaurederivate sind in 5-Stellung mono- odsr disubsti- 
tuiert und tragen an den Stickstoffatomen. in i- und 3-Steliung 
keine Substituenten. Perner mufl sich an dem in 5-3tellung ste- 
henden Substituenten der vorgenannten Barbitursaure mindeatens 
eine Carboxyl- oder Aminogruppe befinden, die zur Vsrlcnilpfung. 
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mit dem immunisierenden Tragermaterial dient. Beispiele fur in 
5-Stellung der Barbitursaure atehende Subatituenten sir.d gerad- 
kettige Oder verzweigte Alkylreate, wie die Methyl-, Athyl-, 
n-Butyl-, Iaobutyl-, n-Hexyl-, Iaopropyl-, sek. -Butyl-, 
3-Pentyl-, o( -Methyl-butyl-. . oder £ -Dimethyl-butylgrupue, 
Cycloalkylreate, wie die Cyclopentyl- oder Cyclohexylgruppe, 
Arylreate, wie die Phenylgruppe , Alkenylreste, wie die Allyl- 
oder Methallylgruppe, Carboxy-aubatituierte geradkettige oder 
verzweigte Alkylreate, wie die Carboxy-methyl-, /J-Carboxy-athyl-^ 
/i -Carboxy-«-methyl-athyl-, /S-Carboxy- ,/3-trimethyl-athyl-, 
/S-Carboxy^-athyl-rf-methyl -ethyls, j"-Carboxy-*-methyl-propyl- 
oder rf^-Dicarboxy-athylgruppe, Carboxy-aubstituierte Cyclo- 
alkylreate, wie die 2-Carboxy-cyclopentyl- oder 2-Carboxy- 
cyclohexylgruppe, oder Carboxy-aubatituierte Aralkylreste, wie 
die p-Carboxy-benzyl- oder p-Carboxy-*-methyl-benzyl-gruppe. 

Barbituraaurederivate, deren Subatituenten eine Aminofunktion 
anatelle der Carboxylfunktion aufweiaen, konnen aua den ent- 

« 

aprechenden Carboxyverbindungen nach einer Anzahl von Verfahren 
z.B. dem Hoffmann-, Ourtiua- oder Schmidt-Abbau hergestellt wer- 
den. Barbituraauren, die eine Aminogruppe an der in 5-Stellung 
atehenden Seitenkette enthalten, konnen auch aus der Carboxy- 
verbindung durch Umaetzung mit einem Diaminderivat, wie 
p-Phenylendiamin, hergeatellt werden. In dieaem Pall wird die 
Carboxylgruppe durch VerknUpfung mit einer Aminogruppe des Di- 
aminreatea in eine Amidbindung Uberfuhrt. Die andere Aminogrup- 
pe kann dazu dienen, in nachfolgend beachriebener V/eiae eine 
Amidbindung mit der Carboxylgruppe einea Proteins oner Poly- 
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- 7 - W 2202441 

peptids auszubilden. 

Die Verkniipfung des Barbitursaure-Haptens mit dem Protein zur 
Herstellung des erf indungsgemaLBen Antigens kann in einfacher 
Weise nach bekannten Verfahren der Proteinchemie zur Herstellung 
von Peptidbindungen durchgeftihrt werden. Nach einem Verfahren 
werden z.B. das Protein und ein Dehydratisierungsmittel nach 
dem Lbsen in einem geeigneten Lbsungsmittel mit' einem groBen 
molaren tiberschuB des gewunschten B a rbitursaure- 

Haptens versetzt. Die Reaktion kann bei Temperaturen im Bereich 
von etwa 0 bis etwa 50°C durchgefiihrt werden. Nach MaBgabe der 
Art der Reaktanten und der Denaturierungstemperatur des 
Proteins kbnnen jedoch auch hbhere oder niedrigere Temperaturen 
angewendet werden. Ein besonders bevorzugter Temperaturbereich 
erstreckt sich von etwa 0°0 bis etwa Raumtemperatur. Es ist 
von Vorteil, ein schwach Baures Reaktionsmedium, z.B. mit einem 
pH-Wert im Bereich von etwa 3 his 6,5 , insbesondere im Bereich 
von etwa 4 bis 6,5 , zu verwenden. Nach Vervollstandigung der 
Reaktion kbnnen die iiberschiissigen Haptenmolektile und das De- 
hydratisierungsmittel durch Dialyse entfernt werden. Der Fort- 
schritt der Dialyse kann so kontrolliert werden, dafl man das 
Dialysat auf die Anwesenheit von Hapten oder Dehydratisierungs- 
mittel prUft. Die Dialyse kann jedoch auch einfach eine be- 
3*inunte Zeit, z.B. 3 Tage, durchgefUhrt werden. Das gereinigte 
Antigen wird als Ruckstand im Dialysesack gewonnen. 

Das bei der vorgenannten Reaktion verwendete Dehydratisie rungs- 
mi ttel wird aus den Ublicherweise in der Peptidchemie zur Bil- 
dung von Peptidbindungen verwendeten Dehydratisierungsmitteln 
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aus&ewlihlt. Eine besonders geeignete Gruppe von Dehydratisie- 
run^sinitteln umfaflt die Carbodiimi'de , insbesondere Dicyclo- 
hexylcarbodiimide oder 1-Athyl-3-( 3-dimethylaminopropyl)-car- 
bodiimid . Die M e nge dee molaren tiberschusses des 

Haptens uber.das Protein in- der yorgenannten Reaktion hangt 
selbstverstandlich von der Art des fur die Reaktion ausge- 
wahlten Haptens und Proteins ab. Im allgemeinen wird ein 
molarer UberschuS im Bereich von etwa 100 bis 1000, ins- 

besondere im Bereich von etwa 500 bis 1000, angewendet. Es 
wird allgemein beobachtet, daB sich etwa 2 bis etwa 3 Barbitur- 
saurederivatreste an 1 Molekiil des Proteins nach MaBgabe des 
molaren tiberschusses des verwendeten Haptens anlagern. 

Ein anderes niitzliches Verfahren zur Hers'tellung der erfindungs- 
gemaBen Antigene besteht darin, dafl man zunachst ein aktivier- 
tes Derivat der Carboxylgruppe des Haptenrestes herstellt und . ... 
dann dieses aktivierte Derivat mit dem Protein unter Bildung 
des gewunschten Antigens umsetzt. Geeignete aktivierte Deriva- 
te eind z.B. aktivierte Ester, wie p-Nitrophenylester, oder 
Acylimidazole. Die aktivierten Esterderivate werden zweckmaflig 
durch Umsetzung d er freien Saure mit dem gewunschten Alkohol 
in Gegenwart eines geeigneten Dehydratisierungsmittels, wie 
eines Carbodiimids, unter den vorgenannten Reaktionsbedingun- 
gen ahnlichen Bedingungen hergestellt. Die Acylimidazole konnen 
durch Umsetzung der freien Carboxylgruppe mit z.B* Carbonyldi- 
imidazol hergestellt werden. 

Zur Herstellung des Antigens kann das aktivierte Derivat mit 
dem gewunschten Protein in Bertihrung gebracht werden. Wie be- 
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reits erwiihnt, wird das Antigen im allgemeinen durch Dialyse 
gereinigt . 

Die Antigene der Erfindung konnen auch so hergestellt werden, 
daB man Barbitursaure-Haptene, die eine freie Aminogruppe auf- 
weisen, mit der Carboxylgruppe eines Proteins zur Reaktion 
bringt. Das hierbei angewendete Verfahren ist dem vorgenannten 
Verfahren identisch, mit der Ausnahme, dafl aktivierte Derivate 
der freien Carboxylgruppen des Proteins hergestellt und dann 
mit dem das Amin enthaltenden Hapten umgesetzt werden. 

Die erfindungsgemaflen Antigene konnen auch aus freie Carboxyl- 

oder Aminogruppen enthaltenden Polypeptiden, in gleicher ~/eise 
Proteine 

wie f Ur^Y^eschrieben, unter Anwendung d es Carbodiimid-Dehydrati 
sierungsverfahrens hergestellt werden, Ein geeignetes, freie 
Carboxylgruppen enthaltendes Polypeptid ist z.B. Poly-L-gluta- 
minsaure, Ein geeignetes, freie Aminogruppen aufweisendes Poly- 
peptid ist z.B. Poly-L-lyein. 

Ein weiteres Verfahren zur Herstellung von Antigenen aus Poly- 
peptiden als Tr&gerstoffen besteht darin, daS man zunaehst ein 
eine freie Aminogruppe aufweisendes Barbitursaure-Hapten mit 
einem Polyester eines Polypeptide, der seitenstandige Carboxyl- 
gruppen enthalt, wie Toly-£-benzyl-L-glutaraat, nach bekannten 
Verfahren unter Bildung der neuen Polype ptidbindung umsetzt. 
Bei Anwendung dieses Verfahrens kann ein groSes Verhaltnis von 
Hapten zu Tragerstoff erreicht werden. So laBt sich z,B. bei 
Verwendung von Poly-£-benzyl-L-glutamat 1 Molekiil Aminohapten 
pro Amino aaure rest in der Polypeptidkette einfuhren, so daS 
eine grofle Anzahl aktiver Z en tren zur Verfugung steht, die die 
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Antikorperbildung induzieren. Die Anzahl der aktiven Zentren 
la(3t sich gegebenenfalls variieren, indera man einen Tragerstoff 
verwendet f der ein Copolymerisat einer eine seitenstHndige Car- 
oxylgruppe enthaltenden Aminosaure mit einer anderen, keine 
seitenstiindige Carboxylgruppe enthaltenden Aminosaure darstellt. 
Eiti Beispiel hierfiir iat ein Copolymerisat aus Glutaminsaure 
und Lysin. In einem solchen Copolymerisat kann das Verhaltnis 
von z.B. Glutaminsaure zu Lysin in gewiinschter Weise geregelt 



Das Antigen der Erfindung kann dazu verwendet werden, urn die 
Bildung von gegeniiber 5- und 5, 5-substituierten Barbitursauren 
im Serum von Wirtstieren zu induzieren, indem man das Antigen 
diesen Wirtstieren iiber einen gewissen Zeitraum wiederholt inji- 
ziert, das Serum sammelt, den Antikbrper mit einer neutralen 
Salzlosung ausfallt und anschlieflend durch Dialyse und Sau- * * 
lenchromatographie reinigt. Geeignete Wirtstiere sind z.B. 
S&ugetiere, wie Kaninchen, Pferde, Ziegen, Guinea-Schweine, 
Ratten, Rinder oder Schafe. Die erhaltenen Antikorper besitz.en 
eine Vielzahl aktiver Zentren, die selektiv entweder mit der 
substituierten Barbitursaure oder dem hiermit hergestellten An- 
tigen in vorgenannter Weise unter.Komplexbildung reagieren. 

Die Bildung substituierter Barbitursaure-spezif ischer Antikor- 
per in den Wirtstieren laflt slch durch Blutprobenentnahmen und 
Versetzen dieser Blutproben mit dem Barbitursaure-Protein-Anti- 
gen kontrollieren. Die Ausbildung eines Niederschlags zeigt die 
Antikorperaktivitat an. Die Antigenbehandlung des Tieres kann 
so lange fortgefUhrt werden, bis der ArttikBrpertiter die ge- 



werden. 
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wunschte Aktivitatahbhe erreicht. Pur die Zwecke dieser Er- 
f indung stellt der Antikbrpertiter die Maximalkonzentration an 
ausgefalltem Protein dar, die aich aufgrund der Zugabe ver- 
schiedener bekannter Konzentrationen von Antigen zu bestimmten 
Yolumina von Serum, z.B. 0,5 ml, ergibt. 
Die 

/Sarbitursaure-spezifischen Antikbrper . kbnnen aus den Seren der 
behandelt'en Wirtstiere unter Verwendung von in der Biochemie 
bekannten Verfahren isoliert werden.. Zum Beispiel kbnnen die 
gewunschten Barbitursaure-spezifischen Antikbrper aus den Seren 
mittels neutraler Salze auagefallt werden. PUr diesen Zweck ge- 
eignete neutrale Salze Bind z.B. Natriumaulf at , Magnesiumsulfat 
Natriumhydrogenphoaphatgemiache oder Ammoniumaulfat. Ammonium- 
sulfat wird bevorzugt. Gegebenenfalls kbnnen sich der Ausfal- 
lung Reinigungsverfahren, wie Dialyae oder Saulenchromatogra- 
phie, anschlieflen. Bei den eo erhaltenen Antikbrpern handelt ea 
aich um j-Globuline mit einem Molekulargewicht von etwa 
160 000. Dieae Antikbrper reagieren in vorgenannter Yfeise rait 
Barbitur8aure-Haptenen und Barbituraaure-Antigenen unter Kom- 
plexbildung. 

Die 8pezifischen Antikbrper der Erfindung atellen wertvolle 
Reagentien zum biochemiachen Nachweia von 5- und 5,5-substitu- 
ierten Barbitursaurederivaten in biologiachen Pliiasigkeiten dar- 
Ein beaondera bevorzugtea NachweiBverfahren besteht in einem 
Immuno-Auafallungaverfahren, daa zum Nachweia von Nanogramm- 
mengen Barbituraaurederivaten im Serum oder ira Urin verwendet 
werden kann. Bei dieaem Verfahren wird eine bestiraiute Menge 
markiertea Barbituraaurederivat mit dem Barbitur8aure-epezifi- 
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Bchcn Antikorpor und ciuer Probe, die die unbekannte &en^e an 
Barbi turnauredcrivat enthalt, vermischt. Dir Menge don in cier 
Probe vorhandenen Barbitursliurederivats kann bestimmt werden, 
indem man das AusmaB der konkurrierenden Inhibierung beobachtet, 
die zwischen der Bindung dea markierten Barbitursuurederi vats 
und des Barbi tursaurederivats aus der Probe mit dem Burbitur- 
siiure-spezif ischen Antikdrper stattfindet und anschlieQend die 
Menf.e des Barbi tursaurederivats in der Probe aus einer Stan- 
dardkurve berechnet. Pur diesen Zweck geeignete raarkierte Bar- 
bi tursaurederivate sind z.B. Isotopen-markierte Barbitursaure- 
derivate, insbesondere 1 ^C-markierte | sowie mit einer Elektronen- 
spinresonanzgruppe markierte Barbitursaurederivate . Beispiele 
fur die Verwendung verschiedener Elektronenspinresonanz-mar- 
kierter MolekUle in biochemischen Analysenverf ahren sind in den 
US-PS 3 453 288, 3 481 952 und 3 507 876 beschrieben. 

Die erf indungsgemaB hergestellten Antikorper sind spezifisch 
fur Haptene und Antigene, in denen der Barbitursaurering in 
5-Stellung mono- Oder xlisubstituiert ist. Beispiele fiir solche 
Barbitursauren sind Barbital, Pentobarbital und Phenobarbital. 
Der Antikorper kann nicht zwischen Barbitursauren unterscheiden, 
die in 5-Stellung verschiedene Substituenten tragen. Y/enn das 
Barbitursaure-Ringsystem einen Oder mehrere Substituenten an 
den Stickstoffatomen in 1- und 3-Stellung enthalt, wird die 
Bindung dieser Haptene oder der hieraus abgeleiteten Antigene 
an den Antikorper sehr stark erniedrigt, so dafi sich diese Bar- 
bitursaurederivate in einfacher Weiee von den vorg^nannten Bar- 
bitursaurederivaten unterscheiden lassen, indem man die Analyse 
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bei einer Verdliunung durchfuhrt, bei der nur eine geringe Oder 
uberhaupt keine Bindung 3tattfindet. V/enn das Barbitursaure- 
Ringsystem, z.B. durch Anderung der RinggrSfle, geandert v/ird, 
findet keine Bindung an den Antikorper statt. Dies zeigt, daS 
das Verfahren der Erf indung die BestimiTjung aufierst geringer 
lMengen von 5- und 5, 5-sub8tituierten BarbitursSurederivaten 
init hoher tipezifitat erlaubt. 

Die neuen Antigene und Antikorper der Erfindung kbnnen in Ver- 
bindung mit ublichen Zusatzstoffen, Puffern, Stabilisatoren, 
Verdunnungsmitteln Oder in Verbindung mit anderen physiologisch 
aktiven Stoffen verwendet werden. Die Herstellung und Verwen- 
dung von Gemischen, die Antigene oder AntikSrper in Verbindung 
mit pharmakologiBoh vertraglichen Hilfsslnffen enthalten, ist 
bekannt . 

Die Beispiele erlautern die Erfindung • 

Bei spiel 1 
Herstellung des Antigens 

Aus 5-(/^-CarboathoxyHX-methyl-athyl)-barbitursaure wird durch 
Umsetzung mit Allylbromid bei 50°C 5-Allyl-5-(£-carboathoxy- 
oC-methyl-athyl)-barbitursaure vom F. 114 C hergestellt. Bei der 
alkalischen Verseifung dieser Verbindung erhalt man die 5-Allyl~ 
5-(/J-carboxy-^-methyl-athyl)-barbitur8aure, die nach dem Umkri- 
stalli8ieren aus Waeser bei 200°0 schmilzt. 
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C H 
ber. : 51,96 5,55 
gef.: • 52,10 5,32 

10 mg 5-Allyl-5-(£-carboxy-*-methyl- SLthyl)-barbitur- 
siiure werden in 0,5 ml Dimethylformamid (DMF) gelost und zu- 
niichst mit einer Lbsung von 5 mg Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) 
in 0,5 ml DMP und anschlieBend mit einer Lbsung von 12 mg 
p-Nitrophenol in 0 P 5 ml DMP bei 4°C versetzt. Nach dem Stehen- 
lassen liber Nacht bei dieser Temperatur wird das Gemisch zur 
Trockne eingedampft und in 1,5 ml eines 1 : 1 Glycerin-7/asser- 
Gemiaches gelost. N a ch der Zugabe von 20 mg Rinderserumalbumin 
lalit man daa Gemisch 8 Stunden bei Raumtemperatur und dann 
Uber Nacht bei 4°C reagieren. Das Produkt wird dann 2 Tage 
gegen destilliertes Yfasser dialysiert, urn nicht umgesetztes 
Barbitursaurederivat und p-Nitrophenol, das aus der Barbitur- 
siiure durch das Protein in Preiheit gesetzt worden ist f zu ent- 
fernen. Hierbei erhalt man das Rinderserumalbumin-Barbitursaure 
Antigen. Aus dem Extinktionskoeff izienten der Absorbtion bei 
202 mp berechnet sich der Substitutionsgrad zu 2 bis 3 Mol 
Barbiturat pro Mol Protein. 

Nach dem gleichen Verfahren wird unter Verwendung von Kind er- 
f-Globulin als Protein ein Antigen hergestellt. 



Analyse G 10 h h N 2°5 : 
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B c i h p i ti } 2 
Her»lo3 Jum; dc:? AnUkorpers 

II(;Ui;rc]aiid-Albii]okaiiinchen werden mit 1 mg gemafi Beispiel 1 

hfTgiisiel] tem Barbitursaure-Rinder-y-Globulin-Antigen immuni- 

wierU 100 jm dienes Antigens in phosphatgepuff erter Salzlusung 

ii 

vojii pH 7,2 warden mit einem gleichen Volumen von vollstiindi/rem 
rrcumi's Hill'uutoff emulgiert. Die urspriingliche Dosia betrngt 
1 f (> ml, wobei 0,4 ml in jeden Fuflballen injiziert werden. Eine 
zusiitzliche lnjektion von 100 jug des Antigens im Hilfsstoff 
wird alle 6 bis 8 Wochen verabreicht, 25 jag in jeden Fufiballen. 
5 bis 7 Tage nach den zusatzlichen Injektionen wird Blut abge- 
nommen und das den Antikorper enthaltende Serum durch Zentri- 
fugieren abgetrennt. 

Beispiel3 • 
Radi oimmunoanalyse 

Die Radioimmunoanalyse wird so durchgefuhrt , daB man verschie- 
dene Verdlinnungen von gemafl Beispiel 2 hergestel'j ten Antiseren 
in Gegenwart von 8 x 10~ 4 jxc [ 1 ^c] Pentobarbitalnatrium (New 
England Nuclear, 4,13 mc/mM) etwa 1000 Impulse/min, bei 4°C 
iiber Nacht briite t. Nach dem Bruten werden alle Glaser mit 
einer neutralen gesattigten Aminoniumsulf atlosung (gleiches Vo- 
lumen wie' das Briitmedium) versetzt. Der Niederschlag, der das 
Antikdrper-gebundene Pentobarbital enthalt, wird 2 mal mit deia 
gleichen Volumen an 50-prozentigem gesattigtem Ammoniumsulfat 

gewaschen und dann in 0,5 ml eines handelsublichen, iosungsvermit- 
Netzmi t tels 

telndexfywie "NCS solubilizer 11 , gelost sowie quantitativ in ein 
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Fliissi^keit s-tfzintUlationsspektrometer ("Packard Tri-Carb") 
iiberfiihrt und ausgezahlt, Dasjenige Glas, das radioaktives 
Pentobarbital und Antiserum, jedoch kein unmarkiertf3 Pentobar- 
bital enthalt, dient als MaB fiir die maximale Antikorper-^ebun- 
dene Radioaktivitat . Die Zugabe steigender Mengen von unroar- 
kiertem Pentobarbital zu einer bestimmten Menge an markiertem 
Pentobarbital und Antiserum resultiert in einer konkurrierenden 
Inhibierung de6 markierten Pentobarbitals fiir die Bildung des 
Antikorper-Hapten-Komplexes. Die Ergebnisse sind in Tabelle I 
zusammengestellt . 

Tabelle I 

nicht-radioaktives, zuge- Inhibierung der-Bindung von 

setztes Pentobarbital Pentobarbital- C 

(Nanogramm) (#) 

10 
20 
28 
43 
52 
. 63 

Die vorgenannten Ergebnisse zeigen deutlich die Empfindlichkeit 
des Verfahrens. Bei der Auftragung in graphischer Form er- 
halt man aus den Daten der Tabelle I ein linearea Verhaltnis 
zwischen der Menge an nicht-radioaktivem zugeeetztem Pento- 
barbital und der gefundenen prozentualen Inhibierung. Die Zu- 
gabe von 5 Nanogramm Pentobarbital in dem Probevolumen von 
10 jxl verursaoht eine 20-prozentige Inhibierung der Bindung 
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der markierten Verbindung. Durch Verwendung groflerer l'robe- 
volumina laflt sich eine grofiere Empf indlichkeit erreiehen. 



tursaurederivaten und Verbindungen, die der Barbitursaure in 
der Struktur etwae ahnlich sind, zeigt sich, daB der Antikor- 
per Barbital, Pentobarbital und Phenobarbital, die sich nur 
in den Substituenten in der O^-Steilung unterscheiden, anzu- 
zeigen vermag. Im Gegensatz dazu tritt bei ahnlichen Konzen- 
trationen keine Bindung von Hexobarbital Oder Thiopental ein, 
die einen 1-Methyl- bzw. 2-Thio-Subiatituenten aufweisen. 



Bei der Durchfuhrung von Vergleichsversuchen mit anderen Barbi- 



Patentanspruche 
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# • 

Paten. tanspriiche 

1 # Antigen, im wesentlichen bestehend aus einem 5-substitu- 
ierten, 1 ,3-nicht-substituierten Barbitursaurederivat, das 
iiber den 5-Substituenten mit einem immunisierenden Tragerstoff 
verbunden ist, wobei der immunisierende Tragerstoff die Eigen- 
schaft besitzt, bei seiner Injizierung selbstandig eine immuni- 
sierende Wirkung in einem Wirtstier hervorzuruf en. 

2. Antigen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Barbitursaurederivat iiber eine Peptidbindung mit einem Protein 
verbunden 1st. 

3. Antigen nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daQ die 
Carbonylgruppe der Peptidbindung von dem Barbitursaurederivat 
stammt. 

4. Antigen nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da(3 pro 
Idolekul Protein 2 bis 3 Barbitursaurederivat-Reste gebunden 
eind. 

5. Antigen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Barbitursaurederivat iiber eine Peptidbindung mit einem Polypep- 
tid verbunden ist, 

6. AntikBrper, bestehend aus dem Protein einer ^-Globulin- 
Fraktion, * das eine VLelzahl von Zentren aufweist, die selektiv 
mit einer 5-substituierten-1 ,3-nicht-substituierten Barbitur- 
saure oder einem Antigen, das im wesentlichen aus einer 5-«ub- 
stituierten-t ,3-nicht-subatituierten Barbi tursaure, die iiber 
den 5-Substituenten mittels einar Peptidbindung mit einem Protein 
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oder rolypeptid verbunden ist, unter Komplexbildung reagieren. 

7. Antikorper n a ch Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dafi 
das Protein der j«-Globulin-Fraktion ein Molekulargewicht von 
etwa 160 000 aufweist. 

8. Verf ahren zur Beatlmmung eines 5-substituierten-1 , 3-nicht- 
substituierten Barbitursaurederivat3 in einer Probe, dadurch 
gekennzeichnet, dafl man die Probe zu einer Ibsung gibt, die 
eine bekannte Menge einea markierten 5-aubatituierten-1 , 3- 
nicht-aubatituierten Barbituraaurederivata und einen Antikorper 
enthalt, der spezifisch fiir 5-aubatituierte-1 ,3-nicht-substi- 
tuierte Barbituraaurederivate iat und aua einem Protein einer 
^-Globulin-Praktionbeateht , daa eine Vielzahl von Zentren auf- 
weist, die selektiv mit dem 5-aubstituierten-1 ,3-nicht-subati- 
tuierten Barbituraaurederivat unter Komplexbildung reagieren, 

* 

die prozentuale Inhibierung der Bindung des markierten, 
5-substituierten-1 f 3-nicht-substituierten Barbitursaurederivats 
miflt und 

die Menge an in der Probe vorhandenem 5-substituierten-1 f 3- 
nicht-substituierten BarbitursSurederivat bestimmt, indem man 
den prozentualen Inhibierungswert mit einer Standardkurve ver- 
gleicht, die durch Hinzufttgen bekannter Mengen des 5-substitu- 
ierten-1 , 3-nicht-substituierten Barbitursaurederivats zu einem 
bestimintenGrenlach aus dem markierten 5-substituierten-1 , 3-nicht- 
substituierten Barbituraaurederivat und dem AntikiJrper erhal- 
ten worden ist, und die prozentuale Inhibierung der Bindung fiir 
jede bekannte rtenge des 5-substituierten-1 , 3-nicht-substituier- 
ten Barbitursaurederivats bestimmt. 
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9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB 



10, Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB 
man ein markiertes 5-substituiertes-1 , 3-nicht-substituiertes 
Barbitursaurederivat aus der Gruppe Pentobarbital- 1 ^, Pheno- 
barbital- 14 C und Barbital- 1 *C verwendet. 

11. Verfahren nach Anspruch 9 f dadurch gekennzeichnet, daB 
man als 5-substituiertes-1 f 3-nicht-substituiertes Barbitur- 
siiurederivat in der Probe Pentobarbital verwendet. 

12* Verfahren nach Anspruch 9» dadurch gekennzeichnet, daB 
man als 5-substituiertes-1 , 3-nicht-substituiertes Barbitur- 
aaurederivat in der Probe Phenobarbital verwendet. 

13. Verfahren nach Anspruch 9 f dadurch gekennzeichnet, dafl 
man als 5-substituiertes-1 , 3-nicht-substituiertes Barbitursau 
rederivat in der Probe Barbital verwendet. 

H. Verfahren nach Anspruch 9 f dadurch gekennzeichnet, dafl 
man die Messung der prozentualen Inhibierung der Bindung der 
markierten 5-substituierten-1 ,3-nicht-substituierten Barbitur 
saure mittels Pluseigkeits-Szintillationszahlung vornimmt. 



man das Verfahren radioimmunologisch durchfuhrt. 
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